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摘要 : 用 差 束 离心 和 核 柄 酶 消化 法 从 红 负 《CC. auratus red var.), HB [F; hybrids of red crucian carp ( €.) 
x common carp (f 2]. EFI (C. awratus auratus) FIEL (C . auratus cuvieri) 的 肝 组 织 及 白 钙 的 卵 业 中 提取 和 
纯化 线粒体 DNA。 用 9 种 内 切 酶 (Eco RI, Hindi. Ps I. Bet [[. Bam HI. Ahol, Xóa DL. Sad [ fl 
Kpn 1) 进行 单 酶 酶 解 ， 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 ， 检 测 出 Ps I. Kpn IA Bg 3 种 酶 在 品系 间 存 在 限制 性 片 
段 长 度 多 态 性 ， 但 并 未 检测 出 品系 内 的 限制 性 片段 长 度 多 态 性 。 计 算出 红 旬 、 湘 名 、 白 蚀 和 野 鲫 的 miDNA 大 小 
分 别 约 为 16.19、16.02、16.60 和 16.06 kb。 根 据 限制 性 酶 切片 段 共 享 度 ， 计 算出 4 个 品系 间 的 遗传 距离 ， 结 
果 表 明 存 在 直接 亲缘 关系 的 红 铝 与 汀 总 之 间 的 遗传 差异 最 小 ， 证实 了 红 鲫 与 子 代 湘 种 之 间 mtDNA 38 08 63 36 3t 


传 的 特性 。 


cubi): HU; 线粒体 DNA; RHEA S BEER 
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鱼 类 线粒体 基因 组 与 其 他 疹 椎 动物 一 样 ， 是 核 
外 能 进行 自主 复制 的 遗传 物质 。 基 因 组 具有 结构 简 
单 且 较 为 保守 、 分 子 量 较 小 (15.2 ~ 19.8 kb)、 进 
化 速度 快 、 遵 循 母系 遗传 和 易于 分 离 、 纯 化 等 特点 
{ 张 亚 平 等 ，1992; 昌国 庆 等 ，1998)。 从 70 年 代 
中 期 线粒体 DNA 限制 性 酶 切 分 析 开 始 应 用 于 动物 
群体 遗传 结构 分 析 、 分 子 分 类 学 和 系统 进化 等 研究 
领域 以 来 ， 目 前 该 技术 在 鱼 类 生物 学 研究 领域 已 得 
到 广泛 应 用 ， 并 取得 了 显著 成 绩 { 张 四 明 等 ,1992; 
SK AE, 1998; 曹 营 等 ,1997; John 等 , 1994; Michael 
等 ,1997)。 

鲫鱼 (Carassius auratus). 是 一 种 杂食 性 中 型 
鱼 类 ， 分 布 广泛 ， 品 系 繁 多 【包括 许多 亚 种 、 引 进 
种 群 和 人 工 选 育 的 杂交 种 群 等 )， 是 我 国 池塘 养殖 
的 主要 对 象 之 一 。 本 文 报道 的 红 鳃 和 野 鲫 是 在 湖南 
采集 的 地 方 种 群 ;， 白 钊 又 名 大 版 勿 ， 原 产 于 日 本 ， 
ATIP: MAE 80 年 代 湖 南 师范 大 学 生命 科 
学 学 院 与 湘 阴 县 东湖 渔场 合作 ， 用 红 鳃 (了 竺 ) 与 酒 
1ER (fO 杂交 得 到 的 具有 明显 生长 优势 的 杂交 
一 代 (F). 已 在 生产 中 推广 养殖 。 本 文采 用 
mtDNA RHEES Er TER, HA SEP. Él 
SEADA mtDNA 酶 切 结果 进行 比较 ,试图 探讨 
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4 个 鲫鱼 品系 间 的 遗传 进化 和 亲缘 关系 ,揭示 
mtDNA 母系 遗传 的 特性 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 来 源 

ZL ( C.auratus red var.) 15 尾 取 自 本 研究 
ZLK, M 【Fi hybrids of red crucian carp 
(€) xcommon carp ($ )] MES (C auratus cu- 
vieri ) 各 6 尾 由 湘 阴 县 东湖 渔场 提供 , 野 鳃 (CC aur- 
atus auratus) 15 尾 ， 为 长 沙市 郊 的 野生 种 群 。 实 
验 鱼 活 体 运 回 实 验 室 ， 放 置 水 箱 内 饥 镍 2~3d,， X 
验 前 放血 ， 取 新 鲜 肝 组 织 〈 或 卵巢 ) 10 ~ 15g. 
1.2 iX 剂 

REUE A HERE Ed j^ 2 h, VARI 6 个 
碱 基 对 的 9 种 限制 性 内 切 酶 ( Eco R I, Hind I, Pst 
I Bgl [| ~ Bam HI、Xho I „Xba I Sat I Fl Kpn 
I) 以 及 核酸 酶 和 其 他 主要 生化 试剂 均 购 自 北 京华 
美 生物 工程 公司 。 
1.3 方法 

采用 差 速 离心 和 核酸 酶 消化 法 从 肝 组 织 或 卵巢 
中 提取 和 纯化 mtDNA， 提 取 和 纯化 的 具体 步骤 以 
及 mtDNA 的 限制 性 内 切 酶 酶 解 条 件 匈 已 报道 文献 
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(RUKE, 2000). 
1.4 WA BEEAERG FR SK 

采用 平板 电泳 ， 琼 脂 精 凝 胶 浓度 为 0.8% ~ 
1.0% (& 0.5 mg/L RELE) 电压 为 6~8 V/ 
cm，4 宛 条 件 下 电泳 3~4h。 
1.5 数据 分 析 

以 ADNA/ Hin d 区 的 完全 酶 切片 段 作为 相对 分 子 
量 标 准 、 利 用 凝 胶 电泳 图 像 分 析 仪 【Gel-Pro 
Analyzer， 美 国 基因 有 限 公司 CDS8000PC) 扫描 和 摄 
影 ， 直 接 计算 出 酶 解 片 段 的 长 度 和 mDNA 的 大 小 。 

根据 Nei (1979) 建立 的 “利用 限制 性 内 切 
酶 研究 遗传 差异 的 数学 模型 "， 计算 品系 间 的 限制 
性 片段 共享 度 (F) 和 遗传 距离 PP}。 公 式 如 下 ， 

F = 2Nyy/(Nx + Ny) 
P-1-1]0.S[(F? + 8FF?^ - FJ 

其 中 Ny. Ny 分 别 为 品系 和 和 YY 的 限制 性 酶 切片 
段 蕊 数 、Nxy 为 两 个 群体 的 片段 共享 数 ，r 是 实验 
选用 的 限制 性 内 切 酶 能 识别 的 碱 基 对 数目 。 


2 结果 与 讨论 


2.1 mtDNA 酶 解 片段 的 检测 及 分 析 

用 限制 性 内 切 酶 Kco RI. Hindi, Ps I, 
Bgill. Bam H I Xho IL. Xba I 、 Sal I 和 Kpn 
IKAS., WHA., AAT mDNA 后 ,经 
SRR DE E EEH, 分别 产生 21、20、19 
和 20 个 酶 切片 段 (图 1}。 以 ADNA/ Hind iK & 
酶 切片 段 作为 相对 分 子 基 标准 ， 计 算出 酶 切片 段 长 
E, HERLIS, WA., AMFA mDNA 分 
子 大 小 分 别 为 【16.19 +0.13), (16.02 + 0.09), 
(16.60 x 0.09) (16.06 € 0.17) kb, 其 分 子 量 分 别 
39 (10.69 + 0.09) x 105, (10.57 + 0.06) x 105, 
(10.96 +0.06) x 105 31(10.60 € 0. 112 x I0 D, W 
得 的 4 种 鲫鱼 mDNA 的 分 子 大 小 与 吕 国 庆 等 
【1998) 报 道 的 鱼 类 mtDNA 分 子 大 小 在 15.2 ~ 19.8 
kb HS. AA mDNA 分 子 大 小 与 张 四 明 等 
(1992) 报道 的 结果 [【16600 + 130) bp] 一 致 ; 而 
张 四 明 等 【1992) 和 张 辉 等 (1998) 曾 分 别 报道 过 
EH (25 259 Hb 7r EFIE EE EO. mtDNA 分 子 大 小 为 
(15540 + 140) 和 (16340 + 170) bp, 与 本 文 报道 
HE mDNA 分 子 大 小 均 存 在 差异 , 说明 野生 
mtDNA 分 子 存在 地 域 性 遗传 差异 。 红 鲫 和 湘 鲫 的 
mtDNA 酶 切 分 析 在 国内 还 未 见 有 报道 

由 表 1 可 以 看 出 ，9 种 酶 在 4 个 鲫鱼 品系 的 





mtDNA 上 均 存 在 酶 切 位 点 ， 并 未 检测 出 品系 内 限 
制 性 片段 长 度 多 态 性 ， 但 张 辉 等 (19008) 曾 报道 在 
] 个 野生 鲫鱼 种 群 中 检测 出 3 种 单 倍 型 和 多 倍 体 鲫 
鱼 mtDNA 群体 内 存在 遗传 多 态 性 ， 作 者 认为 这 可 
能 与 实验 材料 来 源 的 地 域 性 效率 、 取 材 随 机 性 小 以 
及 红 鲫 、 湘 鲫 均 为 人 工 选 择 后 的 驯养 群体 等 因素 有 
甘 。 同 时 比较 红 鲫 、 湘 鲫 、 白 鲫 和 野 鲫 的 酶 解 结果 
可 发 现 ， 在 使 用 的 9 种 内 切 栈 中, (X Pse I. Bg 
了 [和 Apn I 存在 品系 间 限 制 性 片段 长 度 或 酶 切 位 点 
的 差异 ,但 未 能 找 出 一 种 可 以 同时 区 别 4 个 品系 而 
作为 遗传 标记 的 酶 ， 其 余 6 种 酶 酶 切 位 点 数 一 致 ， 
仅 在 片段 长 度 上 有 和 较 小 差异 。 说 明 存 在 亲缘 关系 的 
品系 线粒体 DNA 基因 组 在 进化 上 表现 出 较为 高 度 
的 保守 性 。 
2.2 品系 间 遗 传 距离 和 亲缘 关系 的 分 析 

根据 mDNA 的 限制 性 片段 长 度 差 异 ， 计 算出 
Z[87. H8. [458 A ET Ó8J mtDNA 的 片段 共享 度 
(F) 和 遗传 距离 (P) (R2). AR 2 n] RIEN, 
湘 鲫 、 白 鲫 及 野 鲫 4 个 品系 mDNA 经 9 种 内 切 酶 
酶 解 后 产生 的 限制 性 片段 共享 度 较 高 【0.75 ~ 
0.927)， 也 就 是 说 品系 间 的 遗传 距离 即 核 苷 酸 歧 异 
度 均 较 小 (0.4396 ~ 1.6396). SCR HGB YEA TK 
FE-PE, HOSP, [258 T E UD 
群体 演化 上 存在 亲缘 关系 。 

在 4 个 鲫鱼 品系 中 ， 湘 钊 是 以 红 鳃 为 母 本 与 湘 
江 野 鲤 杂 交 得 到 的 杂种 一 代 ， 实验 结果 表明 湘 钙 与 
£L 82^ [a] ott ERES IEEE BER (0.4390) 以 及 内 切 
B& B6z 开 是 唯一 可 作为 区 别 酒 鲫 和 红 鲫 的 分 子 遗 传 
标记 。 参 申 黎 双飞 等 【2000) 已 报道 的 普通 鲤鱼 
mtDNA 的 酶 切 结果 ， 可 以 得 出 湘 鲫 与 其 亲本 之 加 
核 苷 酸 野 异 度 的 比较 结果 【 表 3)。 从 表 3 可 以 看 
tb £L 58) 55 d UR EF 8. mDNA 之 间 的 核 苷 酸 歧 异 度 
AIA 14.3296 708 11.58 驼 ， 两 者 之 间 均 存在 明显 
差异 。 根 据 我 们 已 知 的 三 者 之 间 亲 绿 关 系 . 可 知 属 
E (£r f, SESRZLSIJAT SERL £5 2S URL. WA) 
mtDNA CERE 5e HE T4383 53, GP] mtDNA 种 间 
的 遗传 多 态 性 和 种 内 进化 上 的 保守 性 。 而 分 别 比 较 
汀 钙 与 母 本 红 钙 和 父 本 野 鲁 之 间 的 遗传 距离 ， 其 差 
异 显著 , 证实 了 mtDNA 母系 遗传 的 特性 、 为 研究 
mtDNA 母系 遗传 提供 了 证 据 。 

£T 8) , F1 UR ET 6890 i 89089 8. [o] — 17 P ( Car- 
assius auratus ) 经 历 漫长 的 演化 过 程 及 人 工 不 断 选 
育 和 驯化 而 形成 的 不 同 亚 种 。 红 鲫 体 形 .生长 速度 
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Table 1 The restriction fragments length of the mtDNAs from C.azurafus red var., hybrids, 


51 Ai, HA, GAMFA mDNA 限制 性 片段 长 度 


C auratus cuvieri and C . auratus auratus 


—————————————M———————————— 


( enzyme ) 


fü 
(fishes) 





Psi l 


aL 
H 
E 
EH 





Eco RI 


£m 
Nm 
E 
Ep 





£m 
nnd 
Em 
EP 





Bam HI 


£N 
dnm 
Em 
B 





Hindi 


£m 
mae 
E 
sa 





Bai I 





Xho I 








Xba I 


13.15 
13.00 
11.50 
12.90 
7.25 
7.10 
7.30 
7.15 
9.75 
2.80 
16.55 
11.20 
12.65 
12.70 
12.70 
12.80 
7.20 
6.95 
7.50 
7.20 
14.75 
15.90 
16.55 
16.15 


酶 切片 段 长 度 :kb 
(the length of restriction fragments). kb 


2.90 
2.95 
5.10 
3.05 
7.25 
7.10 
7.30 
7.15 
6.38 
6.25 


4.90 
3.50 
3.40 
3.85 
3.40 
5.05 
5.10 
5.10 
5.00 
1.60 


= p p ms 


L2 [2 Fo N 


.10 


.10 


.10 


20 


0.65 
0. 70 


0.757 


1.40 0.60 
1.20 0.69 
1.10 0.7? 
1.0 0.6? 





16.20 
16.10 
16.60 
16.10 





16.30 
16.10 
16.75 
15.90 
11.55 
11.50 
11.70 
11.40 





Y GS K HE Ib 
(the average length) kb 


4.60 
4.55 
4.90 
4.60 








中 示 未 能 检测 出 的 较 小 片段 (the minor fragments not being detected) 


5X 2 4 个 品系 mtDNA 的 片段 共享 度 和 遗传 距离 
Table 2 The proportion of restriction fragments shared 


and genetic distances of the mtDNAs from the 





four strains 
mm nada Em Lii 
£m 21 0.927 0.75 0.829 
LES 0.43 20 0.821 0.90 
Ex 1.63 【.12 19 0.821 
Eig 1.06 0.59 1.12 20 







合计 
(total) 
16.05 
15.95 
16.60 
15.95 
16.20 
16.00 
16.50 
16.15 
16.13 
16.05 
16.55 
16.10 
16.15 
16.10 
16.55 
16.20 
16.15 
15.95 
16.70 
16.00 
16.35 
15.90 
16.55 
16.15 
16.20 
16.10 
16.60 
16.10 
16.30 
16.10 
16.75 
15.90 
16.15 
16.05 
16.60 
16.00 


16.19 x 0.13 
16.02 x 0.09 
16.60 x 0.09 
16.06 x 0.17 
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2| d 


&3 HW SK mDNA 片段 共享 度 (右上 角 ) 和 
遗传 距离 

Table 3 The proportion of restriction fragments shared 
[upper right) and genetic distances of the mt- 


DNAs from hybrids and its parents 





对 骨 线 上 的 数字 表示 检测 到 的 限制 性 片段 (ihe date on the diagonal 


are the detected restriction fragmente) a 





zm" mnm 
£m 0.927 
m 0.43 
gri 14.32 11.58 


SHE 
0.098 
0.15 
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图 1~4 4 车 个 品系 的 mtDNA MHEARA 


Figs.1-4 Electrophoresis patterns of mtDNA from the four strains by restriction endonucleases digestion 
1: ÉIÉ ( C.auratus red var. ); 2; #9 (hybrids); 3; E188 (C.auratus cuvieri ) ; 4; ST (C. auratus auratus); 1-4; m. 
ADNA/Hind]l marker; la; Xho I; 1b; Bglll; lc: Sa? [; 1d: EcoRI; le: Pul; lf: Hindi; lg: BamHI; ih; Kpn 
I; h; Xbal; 2a: Sal [: 2b; EcoR I; 2e; Ps l; 2d; Hindili: 2e: Xho [ i 2f; Kpn [; 2g: BamH I; 2h; Bgl Il, 
2i; Xba D : 3a; Pul; 3b; Xhol; 3c; Kpn I; 3d; EcoR I ; 3e; BamH 1; 3f; Sab [ ; 3g: Xba [ ; 3h: Hindll; 3i: 
Bgi l; 4a: Kpnl; 4b: Sal I; 4c; Ps li 4d; EcoRI; 4e: Bgill; 4f; Hindi; 4g; BamHI; 4h; Xhol; 4i; Xba 
I. The fragments length of ADNA/ Hind [ll marker from top to bottom in Fig. 1 - 4 are 23130, 9416. 6557. 4361. 2322 and 2027 


bp, respectively. 


等 与 野 鲫 相似 ， 亮 丽 的 体 色 使 它 成 为 一 种 非常 普遍 
的 观赏 鱼 ， 白 鲫 生长 速度 明显 比 红 鲫 和 野 鲫 快 ， 但 
由 于 肉质 不 鲜 , 目前 在 国内 市 场 不 是 很 受 欢 迎 。 由 
表 1 的 结果 可 知 ， 在 9 种 内 切 栈 中， 唯一 可 以 同时 
区 别 红 鲫 、 白 鲫 和 野 鲫 mtDNA 的 内 切 酶 是 Kpn 1, 
因此 可 以 用 它 必 为 遗传 标记 。 如 果 依 据 Brown 等 
(19070) 提出 的 每 100 万 年 mDNA 平均 碱 基 突 变速 
率 为 2 名 计算 ， 白 鲫 与 红 鲫 大 约 在 200 万 年 前 从 鲫 
鱼 群 体 中 分 化 而 来 。 由 于 红 鲫 和 白 鲫 受 分 化 前 
mtDNA 可 能 存在 差异 等 因素 的 影响 ， 加 之 进化 速度 
快 可 能 导致 分 化 了 的 基因 趋同 ， 用 mDNA 分 子 钟 
估算 得 到 的 分 离 时 间 一 般 偏 低 。 


实际 利用 mtDNA 的 限制 性 片段 长 度 多 态 估算 
贞 系 和 间 的 分 化 时 间 时 ， 由 于 没有 考虑 mDNA 回复 
窗 变 以 及 群体 内 的 渐 滩 和 遗传 上 的 选择 性 等 因素 影 
易 ， 估 算 结果 可 能 有 偏差 。 并且 Brown 等 提出 的 假 
设 是 通过 研究 哺乳 动物 后 得 出 的 。 根 据 实验 结果 ， 
湘 鲫 与 野 鲫 间 的 核 攻 酸 歧 异 度 (0.5096) 明显 比 红 
PSFR, AEREAS mDNA 突变 有 关 。 
HH mtDNA 经 Bgl TI 酶 切 后 仅 检测 出 1 个 酶 切 位 
A. SEMMAM- R, 与 母 相 红 鲫 (2 个 切 点 ) 
有 区 别 。 如 果 用 同样 的 方法 计算 翘 鲫 与 红 熏 、 湘 鲫 
与 野 鳃 的 分 化 时 间 ， 得 到 的 结果 肯定 与 我 们 已 知 的 
它们 之 癌 的 进化 关系 相 了 矛盾 。 由 此 可 见 ， 利 用 
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Brown 等 提出 的 假设 计算 人 工 选 育 的 杂交 后 代 与 其 
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Abstract: The mitochondrial DNAs (mtDNAs) from 
liver of C . auratus red var., F; hybrids of red crucian 
carp ( E) x common carp (Z ), C .auratus cuvieri 
and C . auratus auratus and ovary of C . auratus auratus 
were isolated and purified by the means of differential 
centrifugation and nuclease digestion. After having 
been digested by 9 restriction endonucleases ( EcoR I , 
Hind, Ps I, Bgi ll. BamH I, Xho I, Xba 
I. Sal I and Kpn I), the mtDNAs were analysed 
by using agarose gel electrophoresis. The results 
showed that Ps: I, Kpn I and Bg! || were the 
restriction fragments length polymorphism among four 


strains, but without the polymorphism within strains. 
The mitochondrial DNA size was about 16.19 kb in 
C . auratus red var., 16.02 kb in hybrids, 16.60 kb 
in C.auratus cuvieri and 16.06 kb in C .auratus 
auratus respectively. According the proportion of shared 
restriction fragments, the genetic distances between 
strains were calculated. The results manifested that the 
genetic distance was the smallest between C . auratus 
red var. and its filial generation hybrids, and that 
mtDNA followed the 


inheritance . 


character of  matrilinear 
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